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論文内容の要旨
[目的]
癌細胞は多段階の過程をへて浸潤・転移するが， Cell-Cell もしくは Cell-ECM 接着性の調節は，その過程の中で重
要な役割をはたしている。原発巣からの癌細胞の遊離過程では，カドへリンによる Cell-Cell 接着の減弱が早期の癌転
移に関与してることが報告されている。しかし，インテグリンのようなカドへリン以外の接着分子の寄与については，
ほとんど知られていなし」そこで，インテグリンによる Cell-ECM 相互作用を介した細胞接着に注目し，高転移性癌
細胞株におけるインテグリン発現量と接着機能を解析するために本研究を行なった。
[方法ならびに成績]
1 )マウス卵巣癌細胞株 OV2944 の高転移性株 OV-HM と低転移性株 OV-LM を (C57BL/6x C3H/He) F1 背部皮
下に接種したところ，リンパ節転移および腹腔浸潤に明らかな差を認めた。
2) 10% ウシ胎児血清 (FCS) 存在培養条件下において OV-LM は線維芽細胞様であったが， OV-HM はそのよう
な形態を示さなかった。ファイプロネクチン (FN) 20μg/ml コーテイングプレート上での細胞形態にも同様の傾向が
認められた。そこで，この形態の差が細胞接着性に起因するかどうかを調べるために両細胞株の FN 接着性を検討し
た。 FN 10μg/ml をコーテイングしたマイクロウエルプレートに 51Cr ラベル細胞をまきこみ3TCで60分間インキュベ
ートした後，接着細胞数を γ カウンターで測定したところ， OV-HM に比べ OV-LM の方が強い接着性を示した。し
かも接着ペプチド RGDS による影響は OV-LM ではほとんど認められなかったが， OV-HM では濃度依存的な接着
阻害が見られた。つまり， OV-HM は OV-LM に比べて FN に対する RGDS 依存的接着性の弱いことが示された。
3 )両細胞株の FN レセプターインテグリンの発現をフローサイトメーターで調べた。 VLA4 はいずれも認められ
なかったが VLA5 と VNR が発現しており，その量はほぼ同程度であった。両細胞株の FN 接着性の違いは単純にイ
ンテグリン発現量に帰するものでないことが考えられる。
4 )インテグリンを介した FN 接着における Focal Adhesion Kinase (p125FAK ) の活性化は接着情報伝達の重要な
1 ステップであることが報告されている。そこで，両細胞株の FN 接着による p125FAK のリン酸化を調べた。 FN 10 
μg/ml コーテイングディッシュ接着60分後に 1 % TritonX -100 lysis buffer を添加し，可溶化画分を得た。抗 p125FAK
抗体 (2A7) で免疫沈降を行ない， 7.5% SDS-PAGE で展開し，抗リン酸化チロシン抗体 (PY20) と抗 p125FA1( 抗体
で Western blot を行なった。両細胞株とも無刺激状態で p125FAK のリン酸化が認められた。 OV-LM は FN 接着後に
リン酸化がより強くなったが，逆に OV-HM では down regulation が認められた。一方， OV-LM の FAK 免疫沈降
物量は刺激前後で変わらないのに対して OV-HM では刺激後に減少した。つまり OV-HM の p125FAK リン酸化 down
regulation は可溶化画分の FAK タンパク量の減少によることが示唆された。
5 )両細胞表面の FN 発現量をフローサイトメーターで比較したところ， OV-HM では OV-LM に比べて少ないこ
とが示された。
6 )以上の結果から， OV-HM のインテグリン-FN を介した細胞凝集性は OV-LM より弱いことが考えられるた
め， in vitro での比軟検討を行なった。各細胞株の singlecell suspension を作成し，遠心分離して cell pellet を得た。
370Cで10""'30分間インキュベートした後，緩やかに resuspend した。 OV-LM はインキユベート時間に相関して single
cellの割合が減少し， RGDS ペプチド依存的な細胞凝集が進行するのに対して， OV-HM では変化がなかった。以上，
OV-HM と OV-LM には，インテグリン-FN を介した細胞間接着性に差のあることが示唆された。
[総括]
高転移性株 OV-HM は，インテグリン-FN を介した細胞間接着性が低転移性株 OV-LM より弱いことが示された。
これは FN レセプターインテグリンの発現量によるのではなく， OV-HM のインテグリンを介した FAK 活性化の異
常および細胞表面 FN 発現量によることが示唆された。
論文審査の結果の要旨
本論文は，癌転移におけるインテグリンーファイプロネクチンを介した細胞間接着に関するものである。
高転移性癌細胞株はファイブロネクチン (FN) レセプターインテグリンの発現量は低転移性株と同等であるのにも
かかわらず， RGDS 依存的な FN への接着性は弱いことが認められた。さらに，この高転移性株の Focal • adhesion 
kinase (p125FAK ) は FN 接着によりチロシンリン酸化が増強せず， FAK 活性化の異常が示唆された。また，細胞表面
FN は高転移株で減少していることも示された。 in vitro における高転移株の RGDS 依存的な細胞凝集性は，低転移株
より低いことも明らかとなり，これは上記の現象に起因していると考察される。
本論文では，癌転移の初期のカスケードの中で，インテグリン-FN を介した細胞間接着が癌原発巣からの細胞の脱
離に何らかの寄与をしていることが示唆され，学位論文として価値あるものと認める。
